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抗うつ作用評価時の強制水泳試験における水温の無動時間
および脳内BDNF量におよぼす影響
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要　　旨
抗うつ薬の抗うつ様効果を評価する場合，一般に 24℃～ 25℃の水温で動物に強制水泳を負荷する．
動物には容器の底に足がつかずしかもおぼれない条件下で水泳をさせ，動物がもがいたり，泳いだ
りして逃避する行動をあきらめた状態（無動）の時間を測定し，これが短縮されると「抗うつ様効果」
が認められたと評価している．しかし，水温によって抗うつ薬の効果の出現の仕方が変わる可能性
が考えられるので，今回は水温 15℃で強制水泳を行い，25℃の場合と比較した．更にこの水温が脳
内の BDNF（Brain － Derived Neurotrophic Factor）量にどの様に影響するかも検討した．
強制水泳における無動時間は 15℃の場合 25℃と比べて有意に短縮したが，クライミング時間は
差が無かった．また，BDNF 量は前頭葉，海馬とも 25℃に比べて有意に低下していたが，血漿中
BDNF 量は差が無かった．強制水泳の温度が低温であることから，ストレスを受けている強さの指
標として，血漿中および海馬中の CRH （コルチコトロピン放出ホルモン）濃度を測定したところ，
血漿中 CRH が 15℃で強制水泳を行った群の方が 25℃の場合に比べ有意に高い値を示した．この事
から 15℃で行った強制水泳の方が 25℃の場合に比べ強いストレスを受けていることが示唆された．
この 15℃における強制水泳下では，30㎎ /㎏，60㎎ /㎏フルボキサミン（FLV）は無動時間に有意
な影響を与えなかったが，30㎎ /㎏デシプラミン（DMI）では有意に無動時間を短縮し，クライミ
ング時間を延長させ，いわゆる抗うつ様効果を示した． BDNF 量に対しては 25℃での強制水泳の場
合 60㎎ /㎏ FLV が前頭葉，海馬とも有意に低下していたのに対し， 15℃での強制水泳では有意に増
加した．
以上，水温が低い状態で強制水泳を行うと動物は強いストレスを受け，CRH の血中への放出を増
やすと共に，脳内 BDNF を低下することが分った．また，抗うつ薬の急性投与による影響は FLV
の急性投与ではどちらの水温での強制水泳でも抗うつ様効果は認められないが，DMI では水温によ
り異なる可能性が見出された．
キーワード : 強制水泳，水温，抗うつ薬，脳由来神経栄養因子（BDNF），ストレス
緒　　言
抗うつ薬の抗うつ様効果を評価する場合，一般
に強制水泳試験では24℃～ 25℃の水温で行って
いる．動物に容器の底に足がつかずしかもおぼれ
ない条件下で水泳をさせ，動物がもがいたり，泳
いだりして逃避する行動をあきらめた状態（無動）
の時間を測定し，これが短縮されることが抗うつ
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ル（ネンブタール®注射液:大日本住友製薬株式会
社製， 大阪またはソムノペンチル®:共立製薬株式
会社製， 東京）を，抗凝固薬としてノボ・ヘパリ
ン注（持田製薬株式会社製，東京）を使用した．タ
ンパク分解酵素阻害薬はprotease inhibitor cock-
tail（Roche Diagnostics社 製， Mannheim， Ger-
many）を，BDNF測定にはELISAキット（BDNF 
Emax® ImmunoAssay System: Promega社 製， 
Madison， WI， USA）を使用し，CRH測定には
YK131 : Mouse / Rat CRF－HS ELISAキット（矢
内原製作所社製， 静岡）を使用した．全ての実験
に用いた超純水は，Milli－Q System（Millipore
社， Billerica， MA， USA）で調整したものを使用
した．その他の試薬類は，全て市販の試薬特級品
を用いた．
ラット強制水泳試験
強制水泳試験は，Porsolt D．らにより開発さ
れた方法に基づいて行い8），薬物投与量は，過去
の報告において有効性が認められている用量を用
いた9，10）．
ラットを溶媒対照群，フルボキサミン（FLV） 
30 mg/kg群，FLV 60mg/kg群，デシプラミン
（DMI）投与群の4群に分け1群8匹とし，前日（24
時間前）および脳摘出4時間前の2回，急性・経口
投与した．DMIは陽性対照として用い，投与量
は30 mg/kgとした．溶媒は超純水を使用し，各
投与容量は全て5mL/kg（体重）となるように調
製した．ラットの体重は群間に差が出ないように
均等に割り付けた．投与量は第1日目の体重に基
づいて決定した．
強制水泳試験は水温15℃と25℃とも同じ日に
水温以外は同じ条件で実施した．初日は薬物投
与前に15分間のpre－testを行い，翌日組織摘出
1時間前に5分間の本試験を行った．円筒は高さ
45cm，直径18cm，ポリエチレン製，透明のもの
を使用し，水深は16cmに設定した．ラットの行
動は2人の観測者により測定され，水中の様子は
ビデオにて横から録画した．ラットの行動のう
ち，climbing 時間および swimming 時間の2種
類の行動をストップウォッチを用いて測定した．
様効果として評価している．しかし，水温によっ
て抗うつ薬の効果の出現の仕方が変わる可能性が
考えられる．過去の報告ではいずれも水温25℃の
強制水泳との比較であり，20℃と25℃の強制水
泳の場合1）と25℃と30℃の場合2）が報告されてお
り，25℃よりも水温が低くても高くても動物に
はストレスになるようである．また，これら水温
下における抗うつ薬の効果出現の違いなどの報告
は見当たらない．一方，デシプラミンは抗うつ薬
の評価を強制水泳法で行う場合，陽性対照として
使われる薬剤であり，急性投与でも本試験では抗
うつ様効果が認められている3－5）．また，選択的
セロトニン再取り込み阻害薬（SSRI）では強制水
泳試験において急性投与で抗うつ様効果が報告さ
れている例は少ない6）．我々は25℃の水温で行っ
た強制水泳試験でSSRIであるフルボキサミンだ
けでなくデシプラミンでも有意な無動時間の短縮
やクライミング時間の延長が認められなかった
7）．一方，15℃での強制水泳により，デシプラミ
ンはこの2つの指標に対して有意な効果が認めら
れた．そこで，今回は水温15℃と25℃で強制水泳
を行いフルボキサミンとデシプラミンの効果を比
較し，更に水温の脳内のBDNF（Brain Derived 
Neurotrophic Factor）量に対する影響も検討した
ので報告する．
実験方法
実験動物
実験には，5 ～ 6週令の雄性Sprague－Dawley
ラット（日本チャールス・リバー株式会社）を使用
した．動物は1ケージにつき4 ～ 5匹ずつに分け，
室温24±0.5℃，12時間の明暗サイクルで，固形
飼料および水道水の自由摂取にて飼育した．なお，
本研究は昭和大学実験動物委員会の承認（承認番
号 : 29077）を得て行った．
試　薬
抗うつ薬は，マレイン酸フルボキサミンは明治
製菓株式会社（東京）より供与されたものを，塩酸
デシプラミンはSigma Aldrich社（St. Louis， MO， 
USA）より購入した．麻酔薬はペントバルビター
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実験結果
強制水泳を水温15℃と25℃で行った時の無動
時間および脳中，血漿中BDNF量の比較
一般的には24℃～ 25℃の水温で強制水泳試験
を行うが，水温が低く強いストレス下ではフル
ボキサミン（FLV）やデシプラミンン（DMI）が無
動時間や脳内BDNF量にどの様に影響を与える
か検討した．溶媒対照群の無動時間は15℃の場
合173.3±34.2秒であり，25℃の場合の220.1±39.9
秒と比べ有意（p<0.05）に短縮していた（図1A）．
溶媒対照群のクライミング時間（sec）はそれぞれ
38.0±27.2秒（15℃），28.4±23.0秒（25℃）7）であり，
有意差はなかった．
前頭皮質および海馬におけるBDNF量は，15℃
の溶媒対照群はそれぞれ446.7±67.7 pg/g，535.6
±66.4pg/gであり，25℃の場合（それぞれ534.1±
87.0 pg/g，653.2±118.5pg/g）と比べ有意（p<0．
05）に低下していた（図1B）．血漿中のBDNF量
は15℃の溶媒対照群は11.2±4.2 pg/mLであり，
25℃の場合（11.4±5.7 pg/mL）と比べ有意差はな
かった（図1B）．
水温15℃と25℃強制水泳試験におけるFLVの
影響の比較
FLVおよびDMIを急性投与し，水温15℃で強
制水泳試験を行った結果を図2に示した．溶媒対
照群の無動時間は173.3±34.2秒であり，FLV 30 
g/kg群は187.3±37.0秒，FLV60mg/kg群は178.4 
±61.5秒，DMI 30mg/kg群 は111.4±35.4秒 で
あった（図2A）．クライミング時間は溶媒対照群
で38.0±27.2秒であり，FLV30 mg/kg群は44.0±
29.5秒，FLV60mg/kg 群は34.4±50.3秒，DMI30 
mg/kg群は126.0±45.9秒であった（図2B）．15℃
では，DMI群は溶媒対照群と比較して無動時間
を有意に短縮（p<0.01）し，クライミング時間を有
意に延長（p<0.01）し，抗うつ様効果を認めた．一
方，25℃における強制水泳では無動時間は，溶媒
対照群では220.1±39.9秒，FLV30 mg/kg群およ
びFLV60 mg/kg 群は，それぞれ187.6±44.0秒，
224.4±31.0秒であり，溶媒対照群と比較して有意
Immobility（無動）時間については，5分間の強制
水泳時間からclimbingおよびswimmingの合計時
間を差し引くことにより求めた．水泳後はいずれ
もタオルで拭き，乾燥ケージに放置し，毛皮が乾
燥した後に元のケージに戻した．採血および脳の
摘出は，全てのラットの強制水泳終了後に行った．
BDNF測定サンプルの調製
強制水泳の約1時間後に，ペントバルビタール
を，30 ～ 40 mg/kg（0.5 ～ 0.6 mL/kg）腹腔内注
射し，麻酔下にて開腹をし，ノボ・ヘパリンを約0．
5mL含んだ注射筒を用いて門脈より採血を行っ
た．続いて断頭し，氷冷下で脳を摘出し海馬およ
び前頭皮質を分離した．採取した血液は，3,000 
rpm，4℃で10分間遠心し，その上清を血漿成分
として採取した．分離した海馬および前頭皮質は，
－80℃にて保存した．後日，組織100mgに対して
2mLのlysis buffer（137mM NaCl，20mM Tris
－HCl （pH8.0），1% NP40，10% glycerol，1mM 
PMSF: phenylmethylsulfanyl fluoride，protease 
inhibitor cocktail）でホモジナイズした後，14,000
×g，4℃にて30分間遠心し，その上清を採取した．
調製した脳ホモジナイズ上清および血漿は測定
時までそれぞれ－80℃にて保存した．
BDNFおよびCRHの測定（ELISA法）
脳内および血漿中BDNF量はELISA kit（Pro-
mega社，USA）を用い，Promega社のプロトコー
ルに準じて測定した．
コ ル チ コ ト ロ ピ ン 放 出 ホ ル モ ン（CRH：
corticotropin releasing hormone）測定（ELISA法）
脳内および血漿中CRH測定にはELISAキット
（矢内原製作所社製，静岡）を用い，矢内原製作所
のプロトコールに準じて行った．
統計解析
データは，全て平均値±標準偏差で示した．統
計解析にはDr．SPSS Ⅱを用いた．2群間の比較
にはStudent's t－testを用いて検定を行い，p<0.05
の場合に統計学的に有意であるとした．
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図 1．強制水泳を 15℃と 25℃で行った時の無動時間（A）と脳および血漿中の BDNF量への影響 データ
は 8例の平均± SDで示した。 *p<0.05 
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図１  強制水泳を15℃と25℃で行った時の無動時間（A）と脳および血漿中のBDNF量への影響　データは8例の平均
± SDで示した． *p<0.05
図１  水温15℃下で評価した強制水泳の無動時間とクライミング時間におよぼすFLV（30mg/kg : n=8，60mg/
kg : n=8）とDMI（30 mg/kg : n=5）の影響
 データは8 ～ 5例の平均± SDで示した． **p<0.01: 溶媒対照群 （Vehicle : n=8）との有意差を示す．
差はなかった7）．陽性対照として用いたDMI 30 
mg/kg群では171.2±41.0秒と溶媒対照群よりも
無動時間は低下傾向（p=0.057）を示したが，有意
ではなかった7）．クライミング時間も同様にFLV 
30mg/kg群，60mg/kg群およびDMI30mg/kg群
とも溶媒対照群と比較して有意差はなかった7）
（表1）．FLV，DMIともに溶媒投与群と比較し
て，いずれのパラメーターにおいても25℃におけ
る強制水泳では有意な差は認められなかった（表
1）．
15℃と25℃水温下の強制水泳試験後の脳内およ
び血漿中BDNF量におよぼすFLVの影響の比較
水温15℃にて強制水泳を行ったラットにおけ
る，脳および血漿中BDNF量の測定結果を図3に
示した．前頭皮質におけるBDNF量は，15℃の溶
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6 
温度 薬物・用量
強制水泳
（抗うつ様作用）
BDNF
前頭皮質 海馬 血漿
25℃
FLV 30mg/kg ― ― ― ―
FLV 60mg/kg ― ↓ ↓
DMI 30mg/kg ±～＋ ―
15℃
FLV 30mg/kg ― ― ― ―
FLV 60mg/kg ― ↑ ↑ ―
DMI 30mg/kg ＋ ― ― ―
 
＋：有効、±：やや有効、↑：有意に増加、↓：有意に減少、 ：減少傾向、 
―：不変 
 
表１  強制水泳の水温25℃と15℃のフルボキサミン （FLV） およびデシプラミン（DMI） の抗うつ様効果と脳内および
血漿中BDNF量への影響のまとめ
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図３  水温15℃下で強制水泳を行い評価したFLV（30mg/kg: n=8，60mg/kg: n=8））とDMI（30mg/kg : 
n=5）急性投与の前頭皮質，海馬，血漿中　BDNF濃度におよぼす影響
 データは8 ～ 5例の平均± SDで示した． *p<0.05: 溶媒対照群 （Vehicle : n=8）との有意差を示す．
媒対照群は446.7±67.7pg/g，FLV 30mg/mL群お
よびFLV 60mg/kg群BDNF量はそれぞれ482.4±
36.5pg/g，527.7±52.3pg/gで あ り，DMI 30mg/
kg群は494.5±74.7pg/gであった（図3A）．前頭皮
質において，FLV投与群は濃度依存的なBDNF量
の増加を示し，FLV 60mg/kg群では溶媒対照群
と比較し，有意なBDNF量の増加を認めた（p<0．
05）が，DMI 30mg/kg群は溶媒対照群と比較し有
意な変化を示さなかった．水温25℃で行った強制
水泳の場合，FLV投与群は，用量依存的にBDNF
量を減少させ，FLV 60mg/kg群は溶媒対照群と
比較して有意（p<0.05）なBDNF量の減少を認め
た．一方，DMI群のそれは溶媒対照群と比較し
て有意な変化ではなかった7）．
海馬におけるBDNF量は，15℃の溶媒対照群
は535.6±66.4pg/mLで あ り，FLV30 mg/mL群
15 
 
表 1. 強制水泳の水温 25℃と 15℃のフルボキサミン （FLV） およびデシプラミン
(DMI) の抗うつ様効果と脳内および血漿中 BDNF量への影響のまとめ 
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BDNF
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25℃
FLV 30mg/kg ― ― ― ―
FLV 60mg/kg ― ↓ ↓
DMI 30mg/kg ±～＋ ―
15℃
FLV 30mg/kg ― ― ― ―
FLV 60mg/kg ― ↑ ↑ ―
DMI 30mg/kg ＋ ― ― ―
 
＋：有効、±：やや有効、↑：有意に増加、↓：有意に減少、 ：減少傾向、 
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本論文の15℃と25℃の強制水泳試験は同じ日に
実施し，水温以外の条件は全て同一とした．水温
15℃では25℃に比べ無動時間は有意（p<0.05）に短
縮していた．一般にこの事を抗うつ様効果と評価
するが，水温が低くストレスが高い環境に置かれ
る方がうつになりにくいとは考えにくい．それ故，
この行動は水温が低い結果体温を維持しようとし
て水泳を行っているとかあるいは他の生理機能
を維持するための行動と考えられる．Jefferys & 
Funder1）は，ラット強制水泳試験において20℃と
25℃を比較し，低水温の方が無動時間は有意に短
いという本研究と同様の結果を報告している．ま
た一方，Araiら2）の25℃と35℃における強制水泳
の比較では，水温の低い方が低体温となり無動時
間が長くなり，さらにストレスマーカーである血
清コルチゾールの濃度が上昇すると報告してい
る．Hataら11）はコールドストレスあるいは拘束
ストレスを強制水泳前に負荷したマウスで強制水
泳を通常の方法（水温24℃）で行った報告でも，ス
トレスを与えないマウスに比べ我々の結果と同様
無動時間が短縮したことを報告している．一方，
脳内BDNF量であるが，15℃で強制水泳を行った
場合25℃と比べ海馬・前頭皮質共に有意にBDNF
濃度が低下していた．ストレスマーカーの一つ
として考えられるCRHを測定したところ，海馬
中のCRH濃度は15℃と25℃との間に差はなかっ
たが，血漿においては15℃の方が有意に高値を
示し （図4），強いストレスを受けていることが示
唆された．ストレスにより視床下部（H）－下垂体
（P）－副腎（A）系（HPA軸）が活性化されることが
知られており，ストレスを受けると扁桃体が活動
する結果，視床下部が活性化されCRHを放出し，
CRHが下垂体を刺激し，ACTH（副腎皮質刺激
ホルモン）を放出し，副腎皮質よりコルチゾール
を血中に放出する12）．このコルチゾールは血中か
ら脳に入りBDNFの産生を抑制し，神経新生を抑
制するということが報告されている13）．本試験で
観察された15℃による強制水泳下の動物の脳中
のBDNF値が25℃のそれと比べ低いという結果は
強いストレスにより，HPA軸が活性化され，コ
ルチゾールが脳内でBDNF産生を抑制した可能性
は584.2±70.6pg/mL，FLV 60mg/kg群は629.1±
63.1pg/mL，DMI 30mg/kg群 は570.1±62.8pg/
mLであった（図3B）．海馬においても，FLV投
与群は濃度依存的なBDNF量の増加傾向を示し，
FLV 60mg/kg群では溶媒対照群と比較し，有意
な増加を認めた（p<0.05）．また，DMI 30mg/kg
群では海馬BDNF量に対する有意な影響は認め
られなかった．水温25℃で行った強制水泳の場
合，FLV投与群は前頭皮質と同様に用量依存的
なBDNF量の低下を認め，FLV 60mg/kg群では
有意（p<0.05）な減少を認めたが，DMI群では有
意な影響は認めなかった7）（表1）．
血漿において，15℃の溶媒対照群は11.2±4.2 
pg/mLであり，25℃の場合（11.4±5.7pg/mL）と
比べ有意差はなかった．FLV 30mg/mL群は11.3
±3.9 pg/mL，FLV 60mg/kg群 は11.8±8.1pg/
mL，DMI群は11.5±4.4pg/mLであった（図3C）．
血漿においては，溶媒対照群といずれの薬物投
与群の間も，BDNF量に有意差は認められなかっ
た．25℃の強制水泳の場合はFLV 30，60mg/kg
群で平均値は低下していたが有意差はなかった
（表1）．
コルチコトロピン放出ホルモン（CRH）におよぼ
す強制水泳時の水温の影響
急性投与試験において，水温の違いによって
ラットが受けるストレスの強さにどの程度の差が
生じるかを検討するため，15℃および25℃で強制
水泳させたラットの溶媒対照群の海馬および血漿
中CRH濃度をELISA法により測定した（図4）．
海 馬 に お い て は，15 ℃ で は8.1±1.1ng/mL，
25℃では8.0±0.6ng/mLであり，両群ともほぼ同
等の値を示した．血漿中CRH濃度は，海馬より
もかなり低く，15℃では1.1±0.1ng/mL，25℃で
は0.9±0.1ng/mLという値であり，15℃の方が有
意（p<0.05）に高濃度であった．
考　　察
強制水泳試験における水温の影響を検討した．
通常は24 ～ 25℃で強制水泳試験を行うが，更に
強いストレスを与える目的で水温を15℃とした．
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 図４  水温15℃と25℃下で強制水泳を行った場合の海馬（A）と血漿中（B）CRH濃度におよぼす影響
 データは平均 ± SD （n=8）で示した．
 *p<0.05：強制水泳時の水温 15℃ と 25℃の間の有意差を示した．
が考えられる．うつ病ではCRHや血中コルチゾー
ル濃度が高く，海馬の機能および神経が障害され，
グルココルチコイド受容体の減少が認められる
14）．Chappellら15）は，ラットの拘束ストレスによ
る脳内各部位におけるCRH量を測定したところ，
海馬CRHはストレスによる大きな影響を受けな
いが，CRHを多く含む視床下部中ではCRH量が
有意に増加することを報告している．Araiら2）も
同様に，低水温の方が血中コルチゾールが高いこ
とを認めている．
また，この15℃強制水泳下におけるFLV， DMI
の影響ではFLVは無動時間およびクライミング
時間とも溶媒対照群と同様であり，25℃強制水
泳の場合と同様の結果であったが，DMIは有意
（p<0.01）な無動時間の減少とクライミング時間
の延長を示し，25℃の場合のそれよりもはっき
りとした抗うつ様効果が認められた．一方，脳
内BDNF値に対しては15℃強制水泳下でFLV60
㎎ /㎏が前頭皮質および海馬で有意にBDNF値
を増加させた．この結果は海馬および前頭葉で
BDNF値が減少したという25℃強制水泳の結果と
は異なっていた．これはストレスの強さにより，
FLVが与えるBDNF値への影響が異なるという
事である．ストレスにより血中コルチゾールが脳
内BDNF値に影響することを前述したが，FLVの
反応も変化すると考えられる．ストレスにより遊
離されるコルチゾールの投与で海馬の5－HT1A受
容体と5－HT2A受容体の密度が変化することが報
告されている16）ので，ストレスの強さによりSSRI
等の抗うつ薬の反応が変わる事があるかも知れな
い．
 以上強制水泳における水温により，無動時間お
よび脳内のBDNF値が変化することを認め，これ
は動物が受けるストレスの強さの違いであること
が示唆された．また，FLVやDMIの抗うつ薬の
影響も変化することを見出した．これらの変化に
影響する物質としてストレス下に遊離されるコル
チゾールの可能性が考えられるが，詳細について
は今後の研究を待ちたい．
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Effect of water temperature at forced swimming test to assess 
antidepressant－like effect of drugs on immobility time and the brain 
BDNF， brain－derived neurotrophic factor， contents．
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Abstract
In case to evaluate a efficacy of antidepressants in animals， we use forced swimming test with a 
water temperature of 24 ～ 25℃． The effect of antidepressants， however， might be changed by a 
water temperature of forced swimming test． Therefore， we tested an action of antidepressants un-
der a water temperature of 15℃， and compared with that under 25℃．Brain－derived neurotrophic 
factor （BDNF） contents in the brain were also assessed under the difference of water temperature．
At 15 ℃， immobility time was significantly shortened when compared to that of 25℃， while 
climming time was not changed． The BDNF contents in the frontal cortex and the hippocampus 
were significantly lower under 15℃ forced swimming test than that of 25℃．The plasma BDNF 
contents were not different compared between two temperatures． Corticotropin releasing hormone 
（CRH） in plasma was significantly higher at 15℃ forced swimming test than at 25℃， suggesting 
animals receiving stronger stress．At 15 ℃ forced swimming test， 30 and 60 mg/kg fluvoxamine 
did not show any significant change of immobility time and climming time， while desipramine short-
ened immobility time and prolonged climming time significantly （p<0.001）． At 25℃ forced swim-
ming test， desipramine showed only tendency to shortening of immobility time．  In case of 15℃ 
forced swimming test， 60mg/kg fluvoxamine significantly increased BDNF contents in the frontal 
cortex and the hippocampus， while the contents in both region were significantly decreased at 25℃ 
forced swimming test． Desipramin did not influence the BDNF contents in the brain and the plas-
ma at 15℃ forced swimming test．
When forced swimming test was performed at low water temperature， animals receive strong 
stress and release CRH and cortisol， and those influenced to decrease BDNF contents in the brain． 
Moreover， acute effect of antidepressants is different by the water temperature of forced swimming 
test， especially in desipramine．
Key words :  Forced swimming test， Water temperature， Stress， Antidepressant， Brain－derived 
neurotrophic factor（BDNF）
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